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본 발명은 서열번호 2의 염기서열을 갖는 테트라사이클린 프로모터 (tetH), 오퍼레이터 및 테트라사이클린 억제

자(tetR); 및 상기 프로모터에 작동가능하게 연결된 리포터 유전자를 포함하는 테트라사이클린 계열 항생제 탐지

용  재조합  벡터,  그리고  이를  포함한  대장균(Escherichia  coli)  또는  아시네박터  올레이보란스

DR1(Acinetobacter oleivorans DR1, 기탁번호 KACC91414P) 바이오센서 균주를 제공한다. 본 발명에 의하면, 테

트라사이클린 계열 항생제를 특징적으로 신속, 정확하고 효율적으로 탐지할 수 있고, 특히 오염된 환경에서도 안

정적으로 테트라사이클린 계열 항생제를 탐지할 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 2의 염기서열을 갖는 테트라사이클린 프로모터 (tetH), 오퍼레이터 및 테트라사이클린 억제자(tetR);

및

상기 프로모터에 작동가능하게 연결된 리포터 유전자를 포함하는 테트라사이클린 계열 항생제 탐지용 재조합 벡

터.

청구항 2 

제1항 기재의 재조합 벡터를 포함하는 플라스미드가 도입된 테트라사이클린 계열 항생제 탐지용 바이오센서 균

주.

청구항 3 

제2항에  있어서,  상기  균주는  대장균(Escherichia  coli)  또는  아시네박터  올레이보란스  DR1(Acinetobacter

oleivorans DR1, 기탁번호 KACC91414P)인 것을 특징으로 하는 테트라사이클린 계열 항생제 탐지용 바이오센서

균주.

청구항 4 

제1항  기재의  재조합  벡터를  아시네박터  올레이보란스  DR1(Acinetobacter  oleivorans  DR1,  기탁번호

KACC91414P)의  염색체에  상동  재조합으로  도입하여  제조된  테트라사이클린  계열  항생제  탐지용  바이오센서

균주.

청구항 5 

제4항에  있어서,  상기  상동  재조합은  상기  아시네박터  올레이보란스  DR1(Acinetobacter  oleivorans  DR1)의

AOLE_13040 유전자, AOLE_14515 유전자 또는 AOLE_17915 유전자를 이용하는 것을 특징으로 하는 제조된 테트라

사이클린 계열 항생제 탐지용 바이오센서 균주.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 테트라사이클린 저항성 유전자를 이용한 테트라사이클린 계열 항생제 탐지용 바이오센서 균주에 관한[0001]

것이며, 더욱 상세하게는 테트라사이클린 계열 항생제를 효율적으로 탐지할 수 있는 플라스미드 기반 바이오리

포터 및 유기용매의 존재 등 오염된 환경에서도 안정적으로 테트라사이클린 계열 항생제를 탐지할 수 있는 염색

체 기반으로 유전적으로 개조한 바이오센서 균주에 관한 것이다. 

배 경 기 술

테트라사이클린 계열 항생제 (Tetracyclines, TCs)는 의약품뿐 아니라 농업 및 양식업 등 여러 분야에 걸쳐 다[0002]

양한 용도로 사용되고 있다 (Chopra and Roberts, 2001). 항생제의 광범위한 적용 때문에 하수처리장이나 경작

지, 지표수와 같은 다양한 환경에서 TCs이 검출되고 있다 (Lindsey et al 2001; Zhu et al 2001; Hamscher et

al.  2002;  Miao  et  al.  2004).  그  중에  테트라사이클린  (Tetracycline,  TC)이나  클로르테트라사이클린

(chlortetracycline, CTC)은 액체상 거름에서 각각 9 μM 과 0.2 μM까지 검출되었으며, 이것을 경작지에 적용

시 전파될 가능성이 크다. 환경조건에 따라서 TCs와 그 잔여물은 0.19 ~ 0.45 μM까지 존재할 수 있음이 밝혀진

바 있으며(Hamscher et al. 2002), TCs를 정량할 수 있는 다양한 방법이 고안되었다. 

일반적으로는 액체크로마토그래피를 이용한 방법이 널리 쓰이나(Lindsey et al. 2001; Sengelov et al. 2003;[0003]

공개특허 10-2015-0077237

- 3 -



Yang et al. 2004), 시간과 비용이 많이 드는 문제점이 있다. 또한 생물학적인 방법으로서 박테리아 억제 분석

법(bacterial inhibition assays, Perrin-Guyomard et al. 2001)이나 테트라사이클린에 의해 촉진되는 프로모

터(Ptet)와 그를 조절하는 유전자 (tetR)를 융합한 바이오리포터가 적용가능하다. 

미생물 바이오리포터는 조절되는 프로모터와 리포터 유전자(reporter gene)로 전사융합되어 여러 종류의 물질들[0004]

을 탐지할 수 있도록 설계되었다 (Hansen and Sorensen, 2001; van der Meer and Belkin, 2010). 바이오리포터

는  lacZ,  lucFF,  lucGR,  lux,  gfp,  crtA를  마커유전자로  사용하며,  그  발현은  각각  β-galactosidase

activity, luminescence, green fluorescent protein (GFP) fluorescence, colorimetry으로 측정이 가능하다

(Engebrecht et al. 1985; Wood et al. 1989; Meighen, 1991; Devine et al. 1993; Prasher, 1995; Hansen

and Sorensen 2000; Hansen et al. 2002; Shaner et al. 2004; Yagi, 2007; Shaner et al. 2008). GFP 융합

바이오리포터는 다음과 같은 장점을 가진다. (1) GFP는 세포 안으로 축적되어 매우 안정하며, (2) 추가적인 기

질이 필요하지 않고, (3) 다양한 호스트 셀(host cell)에서 발현할 수 있다 (Heitzer et al, 1994; Suarez et

al, 1997; Andersen et al, 1998). 

최근의 연구에서 바이오리포터는 E. coli(Lee et al. 2013), Pseudomonas fluorescens (Chauhan et al. 2011),[0005]

Pseudomonas putida (Muller and Fetzner, 2013)를 포함한 제한된 박테리아에서 연구되어 왔다. 또한 바이오리

포터 플라스미드(plasmid)의 사용은 클로닝 벡터의 호스트 범위(host range)의 한계로 제한되어 왔다. 

한편, 많은 항생제 방출 단백질(antibiotic efflux proteins)이 접합성 플라스미드에 의해 코딩되며, 이것이 박[0006]

테리아간에 항생제 저항성 증가에 기여한다는 사실이 알려져 있다(Chopra and Roberts 2001). 그람-음성 방출

단백질(Gram-negative efflux proteins)의 발현은 다양한 전사억제유전자에 의해 조절되며, 이 유전자들은 TetR

family에 속해 있다 (George  and  Levy,  1983;  Hillen  and  Berens,  1994;  Hinrichs  et  al.,  1994;  Poole.

2007). 가장 잘 알려진 방출 시스템(efflux system)은 그램-음성 TetA 단백질(Gram-negative TetA protein)로,

박테리아 세포에서 TC가 번역을 억제하기 전에 항생제를 외부로 반출하는 역할을 한다(Kaneko et al., 1985;

Levy et al., 1999). 이전 연구에서, palindromic DNA operator (5'-TCT ATC ATT GAT AGG-3')가 tetR, tetA

유전자 사이의 유전자간 영역(intergenic region)에서 발견되었고(Orth et al., 2000), 이 오퍼레이터에 TetR

이 결합되면 양 유전자의 발현이 억제된다. 

상기와 같은 TC-유도 유전자 조절을 이용한 바이오리포터가 연구되고 있다. tetO-tetR의 경우 lux gene system[0007]

과 융합되어 Mycobacterium species에서 40 배의 높은 형광 발현을 보였다(Blokpoel et al., 2005; Carroll et

al., 2005; Williamset al., 2010). 한 연구에서는 TC 바이오센서를 음용수에 첨가하여 쥐의 장내를 통과할 때

항생제를 탐지할 수 있도록 제작되었다. pTGFP2를 포함하는 E. coli 바이오센서는 TC-유도 프로모터 (PtetM)와

GFP 유전자가 융합된 형태이다(Bahl et al., 2004). 또한, 분변에서의 CTC의 농도를 β-galactosidase 신호로

측정할 수 있는 E. coli 바이오리포터가 제작된바 있다(Hansen et al.,2002). 대부분의 테트라사이클린 탐지용

바이오리포터 시스템은 E.  coli  strains과  tetA-tetR  module을  이용하여 제작되었다 (Hansen  and  Soensen,

2000). 그 결과로 GFP가 10 ng/ml의 TC (0.02 μM)를 탐지할 수 있었으며, pTGFP2를 포함하는 바이오리포터의

경우, 5 ng/ml (0.01 μM)의 TC를 최소농도로 탐지할 수 있었다(Bahl et al., 2005). 바이오리포터 플라스미드

의 사용은 종종 호스트 범위(host range)의 문제로 사용 균주가 제한되어왔다. 

본 발명의 배경이 되는 기술의 일 예로는, 대한민국 등록특허 제10-1065959호(2011.09.19)에는 탄화수소계 유류[0008]

분해 아시네토박터 속 DR1 균주 및 이를 이용한 향상된 유류 분해 방법에 대해 기재되어 있고, 대한민국 등록특

허 제10-0841536호(2008.06.26)에는 페닐아세트산 분해 유전자를 이용한 페닐아세트산 탐지용바이오센서 균주에

대해 기재되어 있고, 대한민국 등록특허 제10-0655792호(2006.12.08)에는 산화적 스트레스 탐지용 유전자 구조

체 및 이를 이용한 바이오센서에 대해 기재되어 있다.  

그러나, 현재 하수처리장이나 환경에서 널리 분포되어 있는 항생제 잔여물질의 탐지에 대한 기술개발이 부족한[0009]

실정이고, 그 중 가축항생제로 널리 이용되는 테트라사이클린을 탐지할 수 있는 기술 개발이 요구된다. 나아가

오염된 환경에서도 안정적으로 테트라사이클린계 항생제를 탐지할 수 있는 바이오센서에 대해서는 알려진 바는

없다. 

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허가 참조되고 그 인용이 표시되어 있다. 인용된 논문 및 특허문헌의[0010]

개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명의 내용

이 보다 명확하게 설명된다. 
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 하수처리장에서 발견한 새로운 플라스미드 pAST2에서 테트라사이클린 저항성 유전자를 확인하여[0013]

이를  유기용매  등으로  오염된  환경에서  저항성을  지니는  아시네박토  올레이보란스  DR1(Acinetobacter

oleivorans DR1)과 대장균(E. coli) 도입하여 테트라사이클린 계열 항생제 탐지용 바이오센서로서의 기능을 확

인하여 본 발명을 완성하였다. 

따라서, 본 발명의 목적은 테트라사이클린 계열 항생제를 효율적으로 탐지할 수 있는 재조합 벡터 및 이를 포함[0014]

플라스미드 기반 바이오리포터를 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 유기용매 존재 등 오염된 환경에서도 안정적으로 테트라사이클린 계열 항생제를 탐지할[0015]
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수 있는 염색체를 기반으로 유전적으로 개조한 바이오센서 균주를 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 더욱 명확하게 된다.[0016]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 의하면, 본 발명은 서열번호 2의 염기서열을 갖는 테트라사이클린 프로모터 (tetH), 오퍼[0017]

레이터 및 테트라사이클린 억제자(tetR); 및 상기 프로모터에 작동가능하게 연결된 리포터 유전자를 포함하는

테트라사이클린 계열 항생제 탐지용 재조합 벡터를 제공한다.

본 발명의 다른 양태에 의하면, 본 발명은 상기 재조합 벡터를 포함하는 플라스미드가 도입된 테트라사이클린[0018]

계열 항생제 탐지용 바이오센서 균주를 제공한다.

본 발명의 구체적인 양태에 의하면, 본 발명의 상기 균주는 대장균(Escherichia coli) 또는 아시네박터 올레이[0019]

보란스 DR1(Acinetobacter oleivorans DR1, 기탁번호 KACC91414P)인 것을 특징으로 한다.

본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 상기 재조합 벡터를 아시네박터 올레이보란스 DR1(Acinetobacter[0020]

oleivorans DR1, 기탁번호: KACC91414P)의 염색체에 상동 재조합으로 도입하여 제조된 테트라사이클린 계열 항

생제 탐지용 바이오센서 균주를 제공한다.

본  발명의  구체적인  양태에  의하면,  본  발명의  상기  상동  재조합은  상기  아시네박터  올레이보란스[0021]

DR1(Acinetobacter  oleivorans  DR1,  기탁번호  KACC91414P)의  AOLE_13040  유전자,  AOLE_14515  유전자  또는

AOLE_17915 유전자를 이용하는 것을 특징으로 한다.

이하, 본 발명에 대하여 보다 상세하게 설명한다.[0022]

본 발명자들은 하수처리장에서 발견한 새로운 플라스미드 pAST2에서 테트라사이클린 저항성 유전자를 확인하여[0023]

이를 테트라사이클린 계열 항생제 탐지용 바이오센서에 적용하게 되었다. 바이오리포터의 호스트로서, 유기용매

로 오염된 환경에서 저항성을 지니는 아시네박토 올레이보란스 DR1(Acinetobacter oleivorans DR1)과 대장균(E.

coli)을 비교하였다. A. 올레이보란스(A. oleivorans)는 알칸(alkanes)의 탄소사슬과 방향족 물질을 분해할 수

있는 것으로 알려져 왔다 (Kim and Jeon, 2009; Jung et al. 2010; Kang and Park, 2010; Jung et al. 2011;

Kang et al. 2011). 유기용매 저항성 바이오리포터의 발현은 E. coli 기반의 리포터와는 다르게 오염된 환경에

서의 TC 탐지에도 적합할 것으로 예상되어, 본 발명자들은 두 가지의 광범위 플라스미드(broad-range plasmid)

에  기반한  TC  리포터를  두  가지의  다른  균주에  제작하여  효율을  평가하고  검출범위를  정하였다.  또한  A.

oleivorans의 염색체에 리포터유전자와 억제조절자 및 대상 프로모터를 상동 재조합한 리포터는 장시간의 안정

성을 주었으며, 실제 활성슬러지에서 DC 등을 탐지할 수 있는 기능적인 바이오리포터임이 확인하여 본 발명을

완성하였다(표 1).

따라서 본 발명은 서열번호 1의 염기서열을 갖는 테트라사이클린 저항성 플라스미드 pAST2을 제공한다. 플라스[0024]

미드 서열은 National  Center  for  Biotechnology  Information  (NCBI)  GenBank에 KC734561으로 등록되어있다

(Microbial Ecology, doi:10.1007/s00248-013-0343-8). 

본 발명에 의한 플라스미드 pAST2는 여러 유전자와 함께 tetR (624bp)과 tetH (1,203bp) 유전자를 포함하고 있[0025]

다(표  2).  프로모터와  오퍼레이터를 포함하고  있는  tetH와  tetR  사이의  유전자간 영역(intergenic  region,

91bp)은 tetR 억제자(repressor)에 인접해 있다(도 1a). 본 발명에 의한 tetH-tetR module에서 발견된 오퍼레

이터(operator)는 신규한 것으로 확인되었다(5'-TCT ATC AGT GAT AGA-3').

본 발명의 일 양태에 의하면, 본 발명은 상기 플라스미드 pAST2에서 분리된 서열번호 2의 염기서열을 갖는 테트[0026]

라사이클린 프로모터 (tetH), 오퍼레이터 및 테트라사이클린 억제자(tetR)를 포함하는 테트라사이클린 계열 항

생제 탐지용 재조합 벡터를 제공한다.

상기 재조합 벡터는 바이오리포터 플라스미드 제작과 qRT-PCR 분석에 사용된다. [0027]

본 발명에 있어서, 상기 재조합 벡터는 상기 테트라사이클린 프로모터에 작동가능하게 연결된 리포터 유전자를[0028]

포함한다. 상기 리포터 유전자는 공지의 다양한 리포터 유전자가 이용될 수 있으며, 이에 한정되는 것은 아니나

안정적이고 다른 기질을 필요로 하지 않는 녹색 형광 단백질(green  fluorescent  protein,  GFP)  유전자(Park

공개특허 10-2015-0077237

- 9 -



and Park, 2011; Yin et al., 2003)가 바람직하다. 

상기 재조합 벡터는 특별한 제한이 없으나, 예를 들어 광범위 호스트 적용성 벡터(broad-host-range vector)인[0029]

pRK415(GenBank:  EF437940.1;  Yin  et  al.,  Appl.  Environ.  Microbiol.  2003)와  pBBR1MCS2(Kovach  et  al.,

1995, Gene, 166:175-176)가 이용될 수 있다. 본 발명의 일 실시예에서는 상기 공지의 두 가지 광범위 플라스미

드에 클로닝되어 pRKTet과 pBBRTet이 전사융합으로 제작되었다(도 1a).

본 발명에 있어서, 테트라사이클린 계열 항생제는 예를 들어 테트라사이클린(tetracycline, TC), 독시사이클린[0030]

(doxycycline,  DC),  옥시테트라사이클린(oxytetracycline,  OTC),  또는  클로르테트라사이클린

(chlortetracycline, CTC) 이며, 바람직하게는 독시사이클린(DC)이다. 

본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 상기 재조합 벡터를 포함하는 플라스미드가 도입된 테트라사이클[0031]

린 계열 항생제 탐지용 바이오센서 균주를 제공한다.

이에 한정되는  것은 아니나,  본  발명에 의한 일  실시예에 의하면 상기 바이오센서 균주는 도  1a에  도시된[0032]

pRKTet 또는 pBBRTet 플라스미드가 도입된 플라스미드 기반 바이오센서 균주이다. 

본 발명에 있어서, 상기 호스트 균주는 테트라사이클린 계열 항생제의 존재하에서 리포터 유전자의 발현을 유도[0033]

할 수 있다면 특별한 제한은 없으나, 본 발명의 상기 균주는 대장균(Escherichia coli) 또는 아시네박터 올레이

보란스 DR1(Acinetobacter oleivorans DR1)가 바람직하다.

DR1 균주는 Korea Collection for Type Cultures (KCTC 23045)와 Japan Collection of Microorganisms (JCM[0034]

16667)에 등록되어 있다. 전체서열은 GenBank (accession no. CP002080)에서 확인할 수 있다.

본 발명에 있어서, 이에 한정되는 것은 아니나 상기 바이오센서의 반응시간은 1~3시간으로 하는 것이 바람직하[0035]

다.

본 발명에 의한 바이오센서 균주에 의하면 아주 적은 양의 테트라사이클린 계열 항생제도 특징적으로 신속, 정[0036]

확하고 효율적으로 검출할 수 있다. 본 발명에서는 pBBR1MCS2 백본 플라스미드 바이오리포터를 가지는 E. coli

균주가 제일 높은 GFP  발현량을 보였으며, 최소농도로 TCs를 탐지할 수 있었다. pRKTet의 백본 플라스미드,

pRK415는 광범위 호스트 적용성 벡터(broad host range vector)로서 그 자체에 tetA-tetR modules을 가지고 있

어, 상대적으로 TCs에 대한 민감도가 떨어졌을 가능성이 있다. pRKTet-포함 균주는 높은 TC 농도에서 안정적으

로 GFP를 발현시키며, 이는 tetA-tetR modules이 TC 저항성을 주었기 때문이다.

본 발명에 의한 바이오센서는 DC가 가장 효율적으로 GFP 발현을 고양시키는 것을 확인하였다. 또한 DC의 최소검[0037]

출농도는 다른 TC 계열 항생제보다 낮은 것을 확인하였다. 즉 E. coli와 A. oleivorans에 기반한 플라스미드 바

이오센서는 각각 5 nM 와 30 nM DC를 최소 농도로 탐지할 수 있다.

나아가 상기 아시네박토 올레이보란스 DR1(Acinetobacter oleivorans DR1)는 유기용매로 오염된 환경에서 저항[0038]

성이 있으므로, 아시네박토 올레이보란스 DR1(Acinetobacter oleivorans DR1)를 호스트 균주로 사용하면 유기용

매 존재 등 오염된 환경에서도 안정적으로 테트라사이클린 계열 항생제를 탐지할 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 상기 재조합 벡터를 아시네박터 올레이보란스 DR1(Acinetobacter[0039]

oleivorans DR1, 기탁번호: KACC91414P)의 염색체에 상동 재조합으로 도입하여 제조된 테트라사이클린 계열 항

생제 탐지용 바이오센서 균주를 제공한다.

이에 한정되는  것은 아니나,  본  발명에 의한 일  실시예에 의하면 상기 바이오센서 균주는 도  1b에  도시된[0040]

pRKTet가 pVIK112에 삽입되어 제작된 pVIKTet를 이용하여 염색체에 상동 재조합으로 도입된 염색체 기반 바이오

센서 균주이다. 

본  발명의  구체적인  양태에  의하면,  본  발명의  상기  상동  재조합은  상기  아시네박터  올레이보란스[0041]

DR1(Acinetobacter  oleivorans  DR1,  기탁번호  KACC91414P)의  AOLE_13040  유전자,  AOLE_14515  유전자  또는

AOLE_17915 유전자를 이용하는 것을 특징으로 한다(표 4 참조).

상기와 같이 본 발명에 의한 테트라사이클린 계열 항생제의 존재하에서 리포터 유전자의 발현하는 재조합 벡터[0042]

를 염색체에 상동 재조합으로 도입하면, 플라스미드 기반 바이오센서와 달리 플라스미드 복제수 차이에 따라 또
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는 플라스미드 손실에 따라 리포터 유전자의 발현 정도가 달라지는 문제점이 없다.

대부분의 플라스미드 기반 바이오리포터는 리포터 플라스미드의 복제수 차이에 따라 리포터유전자의 발현 정도[0043]

가 달라지며, 플라스미드가 일부 손실되기도 한다(Rysz et al.,2013). 염색체-기반 리포터는 단 하나의 복제수

를 가지며, 리포터유전자의 안정적 발현에 기여하여 보다 안정적으로 테트라사이클린 계열 항생제를 탐지할 수

있다. 본 발명에서 TC를 탐지하는 염색체 기반의 바이오리포터가 보다 안정적이며 상동재조합 위치에 따른 GFP

의  발현차이가 나타나는 것을 발견하였다.  또한 유기용매조건에서 플라스미드 기반의 바이오리포터보다 높은

GFP 발현을 보였다. 그 중 DR1-Tet1은 활성슬러지에 포함된 DC를 현탁액의 조건에서도 효과적으로 탐지하여 GFP

신호로 발현시킬 수 있는 것을 확인하였다. 본 발명에 의하면 TetR 조절유전자를 이용하여 현장에 적용할 수 있

는 바이오센서 균주를 제공할 수 있다. 

발명의 효과

상술한 바와 같이, 본 발명은 하수처리장에서 발견한 새로운 플라스미드 pAST2의 테트라사이클린 저항성 유전자[0044]

를 이용하여 미량의 테트라사이클린계 항생제에 특징적으로 반응하는 바이오리포터 플라스미드 및 바이오센서를

제공한다. 따라서 테트라사이클린 계열 항생제를 특징적으로 신속, 정확하고 효율적으로 탐지할 수 있는 효과를

도모할 수 있고, 특히 본 발명에 의한 바이오리포터는 나노몰 (nano-molar concentrations) 수준의 DC를 탐지할

수 있는 민감도를 가진다.

또한  유기용매  존재  등  오염된  환경에서  저항성을  지니는  아시네박토  올레이보란스  DR1(Acinetobacter[0045]

oleivorans DR1)를 호스트 균주로 사용하여 유기용매 존재 등 오염된 환경에서도 안정적으로 테트라사이클린 계

열 항생제를 탐지할 수 있다.

나아가 본 발명에 의한 리포터 플라스미드를 아시네박토 올레이보란스 DR1(Acinetobacter oleivorans DR1) 균주[0046]

의 염색체에 상동재조합 하여 안정적으로 테트라사이클린 계열 항생제를 탐지할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1a는 본 발명에 의한 플라스미드-기반 바이오리포터(pRKTet 및 pBBRTet)의 구조를 개략적으로 나타낸 도면이[0047]

다.

도 1b는 본 발명에 의한 염색체-기반 바이오센서 균주의 구조를 개략적으로 나타낸 도면이다. 각 염색체 영역은

DR1  게놈에서의  재조합  위치를  나타내고,  3개의  바이오센서  균주가  고안되었고(A.  oleivorans  DR1-Tet1

(AOLE_13040), A. oleivorans DR1-Tet2 (AOLE_14515), and A. oleivorans DR1-Tet3 (AOLE_17915)), 재조합 위

치는 각 선형지도(liner map) 상에 유전자 크기와 함께 표시됨.

도 2는 테트라사이클린에 대한 본원발명의 플라스미드-기반 바이오센서의 반응을 나타내는 도면이다. a. 테트라

사이클린에 대한 GFP 강도의 정량 분석 결과; b. 테트라사이클린 존재하에서 4개의 바이오센서 균주의 성장률.

DR1은 30  ℃에서, E. coli는 37 ℃에서 성장됨. 각 균주의 성장률은 600 nm에서 배양액의 광학밀도(optical

density, OD) 측정하여 모니터링됨; c. tetR 유전자의 복제수를 tetR/16s rRNA 유전자 비율로 나타냄. 대수성장

기(OD600  =  ~  0.4)에 세포에 테트라사이클린 (0.5  및 20  μM)이 추가됨.  모든 데이터는 동일한 조건(1  시간

반응)하에서 얻어짐. GFP 정량분석 시, 실험 조건에 따른 다른 성장률은 OD600에 대한 흡광도를 정규화하여 보정

되었음.  Student's  t-test을  이용하여  통계분석을  함.  E.  coli  균주는  각  그룹간에  유의한  차이(p  =

0.0001~0.001)를 나타내는 반면, DR1 균주는 플라스미드에 따라 다양한 상관관계를 가짐. 균주 DR1 (pBBRTet)는

대조군과 0.5 μM 사이에 유의한 차이를 나타냄. DR1 (pRKTet)의 경우 TC-미처리 및 0.5 μM TC-처리 세포는 20

μM TC-처리 세포와 유의한 차이가 있음 (p = 0.002).

도 3은 tetR 유전자 및 16S rRNA의 PCR 산물로부터 Ct 값 및 공지의 DNA 농도를 이용하여 작성된 표준곡선을 나

타낸 도면이다. a 플라스미드(pAST2)의 복제수의 표준곡선. tetR 유전자는 pAST2의 복제수를 산정하기 위해 이

용됨. pAST2는 EcoRI으로 절단되어 선형 DNA로 만들어져 주형으로 사용됨. b. 16 rRNA 유전자 복제수의 표준곡

선.  A. oleivorans DR1에서 유래된 16s rRNA의 PCR 산물은 pGEM-T 벡터로 클론되어 대장균(Escherichia coli

Top10)으로 형질전환됨. 분리된 클론 플라스미드는 절단되어 주형으로 사용됨.
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도 4는  테트라사이클린에 반응한 GFP의  정량분석 결과를 나타낸 도면이다.  4개의 바이오센서 균주는 a  DR1

(pRKTet); b Top10 (pRKTet); c DR1 (pBBRTet); d Top10 (pBBRTet)로 나타냄. 세포는 다양한 농도의 테트라사

이클린(0.05~50 μM)이 첨가된 LB (E. coli strains) 또는 NB (DR1 strains) 배지에서 배양됨.

도 5는 다양한 항생제에 대한 GFP 형광도를 정량분석한 결과를 나타낸 도면이다. 4가지 바이오센서 균주는 a

DR1 (pRKTet); b Top10 (pRKTet); c DR1 (pBBRTet); d Top10 (pBBRTet)로 나타냄. 세포는 다양한 농도(0.05~50

μM)의  테트라사이클린(tetracycline,  TC),  독시사이클린(doxycycline,  DC),  옥시테트라사이클린

(oxytetracycline, OTC), 또는 클로르테트라사이클린(chlortetracycline, CTC)이 첨가된 LB (E. coli strains)

또는 NB (DR1 strains) 배지에서 1시간 동안 배양됨. 실험 조건에 따른 다른 성장률은 OD600에 대한 흡광도를 정

규화하여 보정되었음

도 6은 독시사이클린에 대한 GFP 형광도의 정량분석 결과를 나타낸 도면이다. 4가지 바이오센서 균주는 a DR1

(pRKTet); b Top10 (pRKTet); c DR1 (pBBRTet); d Top10 (pBBRTet)로 나타냄. 세포는 다양한 농도(0.005~50 μ

M)의 독시사이클린(doxycycline, DC)이 첨가된 LB (E. coli strains) 또는 NB (DR1 strains) 배지에서 배양됨.

실험 조건에 따른 다른 성장률은 OD600에 대한 흡광도를 정규화하여 보정되었음

도 7은 테트라사이클린 또는 독시사이클린을 함유하는 배지에서의 tetH의 상대적 유전자 발현 수준을 나타내는

도면이다. 대수성장기에 TC(0.05 μM) 또는 DC(0.05 μM)을 함유하는 영양 배지의 pAST2를 포함하는 DR1에 대해

qRT-PCR 분석이 실시됨. DC 함유 배지의 경우, 균주 DR1 (pAST2)는 대조군에 비해 4 배 이상 높은 발현을 나타

냄. TC의 경우, pAST2를 포함하는 균주 DR1은 2.5 배 높은 tetH 발현을 나타냄. Student's t-test을 이용한 3

개의 샘플에서 DC-처리된 세포들간에 통계학적으로 유의한 차이가 관찰됨(p = 0.004) 

도 8은 독시사이클린에 노출된 염색체-기반 바이오센서 균주의 GFP 형광도를 정량분석한 결과를 나타낸 도면이

다. a.  다양한 시점에서의 GFP  강도; b.  대수성장기에서(OD600  =  ~0.4)  다양한 농도의 DC(0~10μM)에 반응한

DR1-Tet1 세포의 염색(propidium iodide) 및 GFP 정량분석 결과. c. DR1-Tet1의 생존 분석(Survival assay) 결

과. 가장 높은 GFP 형광도를 나타낼 때(DC 0.1μM), 죽은 세포는 84%이고 살아있는 세포는 16%임.

도 9는 바이오센서 균주에 대한 헥사데칸 및 톨루엔의 노출 결과를 나타내는 도면이다. a. 대수성장기에서(OD600

= ~0.4) 헥사데칸의 다양한 처리 조건(0~30%)하에서의 세포 생존도(%). b. 대수성장기에서(OD600 = ~0.4) 톨루엔

의 다양한 처리 조건(0~30%)하에서의 세포 생존도(%). 세포 손실은 생존 세포 수의 비율(CFU/ml)로 측정됨. c.

대수성장기에서(OD600 = ~0.4) 2시간 동안 10% 헥사데칸 또는 0.2% 톨루엔과 1 μM 독시사이클린의 존재하에서

GFP 정량분석한 결과. 다양한 용매 농도에서의 GFP 신호를 탐지하기 위해 독시사이클린이 사용됨. 3개의 바이오

센서, Top10 (pBBRTet), DR1 (pBBRTet), 및 A. oleivorans DR1-Tet1가 용매가 첨가 조건하에서 적용됨. 

도 10은 활성 슬러지에서의 독시사이클린에 대한 GFP 형광도의 정량분석 결과를 나타낸 도면이다. 합성 슬러지

샘플이 DC를 탐지하기 위해 DR1-Tet1에 첨가됨. 

도 11은 활성화된 슬러지에서 DC를 탐지하기 위해 DR1-Tet1을 적용한 결과를 나타낸 도면이다. a. DC-함유 합성

슬러지 샘플 (composite sludge samples)의 GFP 정량분석 결과. DC는 0~100 μM 마이크로코즘(10 ml)을 만들기

위해 첨가됨. 대조군은 슬러지에 적용되지 않은 세포 배양을 나타냄. 다양한 농도의 DC를 함유하는 활성 슬러지

(1%)가 2시간 동안 대수성장기(OD600 = ~0.4)의 DR1-Tet1 배지 5 ml에 첨가됨. 바이오리포터 세포 배양의 최종

DC 농도는 0~5 μM임. b. 슬러지가 적용되지 않은 세포 배양 및 슬러지(DC)가 첨가된 세포 배양의 성장률을 나

타냄. 정량 데이터(GFP intensity and OD600)는 2개의 독립적인 배양을 통해 얻어짐.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 첨부된 도면을 참조하여 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로[0048]

지 본 발명을 보다 구체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에

의해 제한되지 않는다는 것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실험 재료 및 방법[0049]

1. 호스트 균주의 배양, 항생제 첨가 및 플라스미드의 분리[0050]
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본 발명에 사용된 호스트 균주와 플라스미드를 표 1에 표시하였다. 헥사데칸 분해 균주인 A. oleivorans DR1은[0051]

영양배지 (Marine BioProducts, Canada)에서 30 ℃, 220 rpm으로 교반 배양되었다. E. coli 균주는 LB에서 37

℃, 220 rpm으로 배양되었다. 이와 같은 조건으로 야생형 균주와 플라스미드를 포함한 균주는 동일한 조건으로

배양되었다. 항생제는 영양배지에 50 μg/ml 암피실린(ampicillin), 50 μg/ml 카나마이신(kanamycin), 20 μ

g/ml 테트라사이클린(tetracycline)이 최종 농도로 첨가되었다. 

본 발명자들에 의해 tetH-tetR를 가진 새로운 TC  저항성 플라스미드 (pAST2)가 활성슬러지로부터 추출되었다[0052]

(Microbial Ecology, doi:10.1007/s00248-013-0343-8). 이 플라스미드는 바이오리포터 플라스미드 제작과 qRT-

PCR 분석에 사용되었다. 플라스미드 서열은 National Center for Biotechnology Information (NCBI) GenBank에

KC734561으로  등록되어있다.  DR1  균주는  Korea  Collection  for  Type  Cultures  (KCTC  23045)와  Japan

Collection of Microorganisms (JCM 16667)에 등록되어 있다. 전체서열은 GenBank (accession no. CP002080)에

서 확인할 수 있다.

표 1

[0053]
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2. 플라스미드 pRKTet와 pBBRTet에 기반한 TC에 반응하는 바이오리포터 균주의 제작[0054]

광범위  호스트  적용성  벡터(broad-host-range  vector)인  pRK415(GenBank:  EF437940.1;  Yin  et  al.,  Appl.[0055]

Environ. Microbiol. 2003)와 pBBR1MCS2(Kovach et al., 1995, Gene, 166:175-176)가 리포터 플라스미드를 제

작하는 데 사용되었다. tetR 유전자와 tetH 프로모터 부분을 포함하는 서열이 PCR 방법으로 증폭되었다. 이때,

pRKTet-gfp-F/pRKTet-gfp-R 및 pBBRTet-gfp-F/pBBRTet-gfp-R 프라이머 세트 (표 1)를 이용하였다. PCR은 세 단

계로 진행되었다. (1) 1 사이클:  94 ℃에서 15분 (2) 35 사이클: 94 ℃에서 45초, 60 ℃에서 45초, 72 ℃에서

45초 (3) 1 사이클: 5 분. 증폭된 PCR 산물은 젤-전기영동 (gel electrophoresis)으로 확인되었다(Kang et al.

2007). 

첫째로 pRKTet-gfp-F/pRKTet-gfp-R에 의해 증폭된 서열 (715  bp)은BamHI/EcoRI의 제한효소 자리에 pRK415gfp[0056]

vector에 삽입되어 pRKTet을 제작하였다. 플라스미드는 Dyne Plasmid Miniprep Kit (DYNEBIO, Korea)을 이용하

여 추출되었다. 제작된 플라스미드는 Micropulser (Bio-Rad, USA)를 이용하여 전기천공법으로 E. coli Top10과

A. oleivorans DR1에 주입되었다. 두 가지 균주의 50 ㎕ competent cell에 2.5 ㎕ 플라스미드 DNA가 첨가되었

고, Micropulser (Bio-Rad, USA)에 의해 3.0-3.5 ms의 시정수영역(time constant range)과 4.5-5 kV의 정전압

(constant voltage)으로 삽입되었다. 

두 번째로 pRK415gfp에서 유래된 gfp의 전체서열은 pBBR1MCS2 vector의 BamHI/HindIII의 제한효소 자리에 클로[0057]

닝되어 pBBR1MCS2gfp을 제작하였다. gfp 유전자의 삽입 여부를 확인하기 위해 GFP-F/GFP-R 프라이머 세트가 사

용되었다. 

pBBRTet-gfp-F/pBBRTet-gfp-R에 의해 증폭된 서열 (715 bp)은 pBBR1MCS2gfp 벡터의 XbaI/SacI의 제한효소 자리[0058]

에 클로닝되어 리포터 플라스미드인 pBBRTet이 제작되었다. 완성된 플라스미드는 위와 같은 방법으로 E. coli

Top10 과 A. oleivorans DR1에 삽입되었다. 

3. 염색체에 기반한 바이오센서 균주의 제작[0059]

염색체  기반  바이오센서  균주의  제작을  위해  자살벡터  pVIK112(Suicide  vector  pVIK112,  Kalogeraki  and[0060]

Winans, 1997)가 사용되었다. 제작된 플라스미드 pRKTet는 pVIK112의 SmaI/EcoRI의 제한효소로 자리에 삽입되

어  pVIKTet이  완성되었다.  A.  oleivorans  DR1의  유전자인  AOLE_13040  (477  bp),  AOLE_14515  (447  bp),

AOLE_17915 (492 bp)가 PCR을 통해 증폭되었다. 각각은 다음의 프라이머를 사용하여 증폭되었다: AOLE_13040-

F/13040-R,  AOLE_14515-F/14515-R,  AOLE_17915-F/17915-R  primer  pairs  (표  1).  각각의  증폭된  서열은

pVIKTet의 SmaI/KpnI의 제한 효소자리에 삽입되었다. 제작된 플라스미드는 A. oleivorans DR1에 전기천공법으로

삽입되었다. 이 방법은 2.5 ㎕의 DNA를 50 ㎕의 A. oleivorans DR1 competent cells에 Micropulser (4.0-4.5

ms, 5.5-6 kV)를 사용하여 진행되었다.

4. GFP 형광도의 정량 분석(Quantification of GFP fluorescence)[0061]

LB 배지(E. coli 균주) 또는 NB 배지(DR1 균주)의 리포터 균주의 오버나이트 배양액을 5 ml 새로운 배지에서[0062]

100배 희석하고, 교반하면서 배양하였다. 배양액이 대수성장기에 접어들었을 때(OD600 = ~0.4), 다양한 농도의

항생제  [TC,  doxycycline  (DC),  oxytetracycline  (OTC),  CTC,  kanamycin,  ampicillin,  gentamicin,

chloramphenicol, or norfloxacin]가 첨가되어 0.5 ~ 5 시간 배양되었다. 

유기용매에 오염된 상황을 재현하기 위해서, n-헥사데칸(n-hexadecane,  Sigma,  USA)과 톨루엔(toluene,  Sigm[0063]

a)이 대수성장기 상태의 배양액에 첨가되었다. 또한 1 μM DC가 용매와 함께 첨가되어 2시간 동안 배양되었다.

1ml의 각 리포터 균주 배양액을 취해 13,000 x g으로 1분 동안 원심분리하여 세포를 수득하고 PBS으로 2번 세척

하였다.  최종 1ml  배양액을 PBS로 현탁하여 Polystyrene  48-well  microtiter  plates  (BD  Biosciences,  San

Jose, CA, USA)에 넣었다. 세포의 GFP는 microtiter plate reader (VICTOR
3
, BioRad)를 사용하여 측정되었다.

바이오리포터  균주는  안정한  GFP  발현을  여기파장(excitation  wavelength,  488  nm)과  방사파장(emission

wavelengths,  507-510  nm)에서  발광측정하였다.  또한  각  샘플의  OD600은  Microtiter  plate  reader
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(PowerWaveXS; Bio-Tek, USA)를 사용하여 600 nm에서 흡광 측정되었다. 세포마다 다른 성장률은 OD600을 통해 보

정되었다. 하나의 형광 유닛(fluorescence unit)는 [(세포의 형광도-PBS 버퍼의 형광도)/세포의 OD600]로 정의되

며,  상대적  형광유닛(Relative  fluorescence  unit,  fold)는  [세포의  형광유닛/대조군(미처리  세포)의

형광유닛]로 정의되어 계산되었다.  리포터 플라스미드를 포함하는 균주는 GFP  정량분석 후 Carl  Zeiss  Axio

Imager microscope (ZEISS, Germany)로 관찰되었다.  

5.  qPCR에 의한 플라스미드 복제수 정량 분석 [0064]

리포터 플라스미드를 포함하는 세균은 대수성장기 (OD600 = ~0.4)까지 배양된 후 0.5 또는 20 μM TC로 1시간 동[0065]

안 처리되었다. 접종 후, DNA는 플라스미드 및 염색체 DNA 모두 추출할 수 있는 genomic DNA Purification Kit

(Promega, USA)를 이용하여 제조자의 프로토콜에 따라 추출되었다. 플라스미드 복제수를 확인하기 위해, 배양액

으로부터 플라스미드 DNA가 추출되었다. DNA 농도는 Biophotometer (Eppendorf, Germany)를 이용하여 측정되었

다. 희석된 주형 DNA (100 ng)는 tetR 및 16s rRNA를 증폭할 수 있는 프라이머 세트를 이용하여 qPCR 되었다(표

1  참조).   25  ㎕의 반응액 (12.5  ㎕ iQ  SYBR  Green  Supermix  (Bio-Rad,  USA),  5  ㎕ aliquots  of  the  DNA

samples, and 2 ㎕ forward and reverse primers)을 포함하는 96-웰 플레이트(Axygen, USA)에서 PCR이 수행되

었다. PCR 조건은 다음과 같다: 95 ℃에서 3분 후 35 사이클 (95 ℃에서 23초, 59 ℃에서 23초, 및 72 ℃에서

23초). 

 tetR 유전자 및 16S rRNA의 PCR 산물로부터 Ct 값 및 공지의 DNA 농도를 이용하여 표준곡선이 작성되었다(도[0066]

3). 염색체(16s rRNA gene)의 복제수에 대한 정규화 이전에 표준곡선은 표적유전자(tetR)의 복제수를 산정하기

위해 이용되었다. A. oleivorans DR1의 플라스미드(pAST2)는 EcoRI으로 절단되어 선형 DNA로 만들어져 주형으로

사용되었다(도 3의 a). A. oleivorans DR1에서 유래된 16s rRNA의 PCR 산물은 pGEM-T 벡터(Promega, USA)로 클

론되어 대장균(Escherichia coli Top10)을 형질전환시키는데 이용되었다. 분리된 클론 플라스미드는 PstI로 절

단되어 주형으로 사용되었다(도 3의 b). tetR 유전자 농도는 전체 세균 농도로 정규화되었다. 리포터 플라스미

드 복제수는 16S rRNA 유전자에 대한 tetR 비율로 산정되었다. 모든 샘플은 3회 반복 분석되었다. 통계분석은

Student's t-test가 이용되었다.

6. A. oleivorans DR1 및 E. coli에 대한 4개의 다른 TCs의 MIC 측정[0067]

96-웰  폴리스티렌 마이크로티터 플레이트를 이용하여  MIC가  측정되었다 (Costar,  USA).  균주는 30  ℃  (DR1[0068]

strains; NB medium) 또는 37 ℃ (E. coli strains; LB medium) 220 rpm으로 교반 배양되었다. 1 ml의 대수성

장기의 세포 샘플이 원심분리(13,000 x g, 1 min)에 의해 수득된 후 PBS으로 2회 세척되었다. 전체 1 x 10
6

CFU/ml이 TC (0.001~250 μM), DC (0.001~250 μM), OTC (0.001~250 μM), 또는 CTC (0.001~250 μM)가 첨가된

새로운 배지에서 접종되어 24 시간 동안 배양되었다.

7.  qPCR을 이용한 유전자 발현 분석[0069]

TC 저항 유전자(tetH and tetR)를 가지는 pAST2를 DR1 균주는 대수성장기(OD600 = ~0.4)까지 영양배지에서 30[0070]

℃에서 배양되었다. 대수성장기(OD600 = ~0.4)의 세포는 0.05 μM TC 또는 0.05 μM DC로 처리된 후, 15 분 동안

배양되었다. 전체 RNA는 5 ml의 배양액으로부터 RNeasy Mini kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)를 이용하여 제

조자의 프로토콜에 따라 추출되었다. PCR에 사용된 특정 프라이머는 pAST2의 tetH  서열에 기초한다 (표 1).

cDNA는 1 ㎍ RNA로부터 합성되었고, tetH 유전자를 위한 프라이머가 quantitative real-time PCR (qRT-PCR)를

위한 주형으로서 사용되었다. 

25 ㎕의 PCR 반응액에는 12.5 ㎕ iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 2 ㎕의 각 프라이머 (0.5 μM), 3 ㎕의[0071]

cDNA, 및 5.5 ㎕의 증류수가 포함된다. PCR 조건은 다음과 같다: 95 ℃에서 3분 후 35 사이클 (95 ℃에서 23초,

59 ℃에서 23초, 및 72 ℃에서 23초). 각 유전자의 발현 수준은 16s rRNA-341F/16s rRNA-534R 프라이머로 정량

화된 16S rRNA 발현 수준으로 정규화되었다. 상대적 정량은 3회 반복되었다. 통계분석은 Student's t-test가 이

용되었다.
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8. DC로 처리된 바이오리포터 균주의 생존율 테스트[0072]

바이오리포터 균주의 생존율이 콜로니 계수에 의해 계산되었다. 각각의 리포터 균주를 대수성장기까지 배양하여[0073]

(OD600 = ~0.4) 형광측정시와 동일한 조건으로 항생제 및 유기용매를 처리한 뒤 1ml 배양액을 원심분리에 의해

수득하였다(13,000 x g, 1 min). PBS로 2회 세척 후 10 ㎕을 1 x 10
-2
, 1 x 10

-4
, 1 x 10

-6
, 1 x 10

-8
로 990 ㎕

PBS에 순차적으로 희석하였다. 희석액 100 ㎕를 영양 배지에 도말하였다. A. oleivorans DR1의 경우 30 ℃, E.

coli의 경우 37 ℃에 24 시간 배양하였다. 생존율은 처리구의 생균수를 (CFU/ml) 대조군 조건 (항생제 및 유기

용매 무처리구)의 생균수로 (CFU/ml) 나눈 비율로 나타내었다.

사멸된 세포는 LIVE/DEAD BacLight RedoxSensor Green Viability Kit (Invitrogen, USA)를 이용한 프로피디움[0074]

요오드화물(Propidium iodide) 염색을 통해서 정량측정하였다. GFP 측정 후 1 ml의 배양액에 프로피디움 요오드

화물(Propidium iodide)을 (1 ㎕, 20 mM) 첨가하여 10분 동안 상온에 배양시켰다. 형광은 microplate reader로

측정되었다. (555 nm excitation filter, 590 nm emission filter).

9. DC 탐지를 위한 DR1-Tet1의 슬러지에서의 적용성 평가[0075]

활성슬러지 샘플은 2012년 7월 중랑구 물 재생센터에서 수집되었다. 활성슬러지 샘플을 테스트한 결과 샘플에[0076]

DC가 포함되지 않은 것으로 판명되어 DC 농도를 0, 0.1, 0.2, 1, 2, 10, 20, 100 μM로 하는 마이크로코즘 (10

ml)을 조성하였다. 이러한 활성슬러지 샘플 50 ㎕ [1 % (v/v)]은 5 ml의 대수성장기의 DR1-Tet1 배양액 (OD600 =

~0.4)에 첨가되어 2시간 동안 배양되었다. 1 ml의 바이오리포터 균주는 13,000 x g로 1 분 동안 원심분리되었고

PBS로 2번 세척되었다. 펠릿(Pellet)을 1 ml PBS로 현탁하여 48-웰 폴리스티렌 플레이트에 분주하였다. GFP 강

도(intensity)와 OD600이 앞선 방법으로 측정되었다. 슬러지 샘플이 적용된 바이오리포터 배양액은 최종 DC 농도

가 0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 μm가 되었다. 활성슬러지가 첨가되지않고 다양한 농도의 DC가 첨가

된 대조군 세포(control cells)는 1% DC-함유 슬러지 처리 DR1-Tet1 배양(DC-containing sludge-treated DR1-

Tet1 cultures)과 비교되었다. 

실시예 1. TC에 반응하는 바이오센서 균주의 제작[0077]

상술한 바와 같이, 본 발명자들은 tetH-tetR을 가진 새로운 TC 저항성 플라스미드인 pAST2를 발견하고 본 발명[0078]

자들은 TC 계열 항생제에 의해 유도되는 바이오리포터를 제작하기 위해서 tetH 프로모터(promoter), 오퍼레이터

및 억제조절자인 TetR 조절자(regulator)를 이용하였다. 프로모터와 오퍼레이터를 포함하고 있는 tetH와 tetR

사이의 유전자간 영역(intergenic region, 91bp)은 tetR 억제자(repressor)에 인접해 있다(도 1a). 플라스미드

pAST2는 여러 유전자와 함께 tetR (624bp)과 tetH (1,203bp) 유전자를 포함하고 있다(표 2). 본 발명에 의한

tetH-tetR module에서 발견된 오퍼레이터(operator, 5'-TCT ATC AGT GAT AGA-3')는 신규한 것으로 확인되었다.

tetH-tetR modules은 Blanco et al. (2007)에 의해 연구되었다. tetH 유전자 및 tetR 유전자의 염기서열은 TC

저항성 플라스미드를 가지고 있는 3 가지의 대표적인 가축 (주로 소, 돼지) 병원균(Haemophilus somnus 2336,

Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida 36950)로부터 분리된 대응 유전자와 일치한다는 것

을 확인하였다. 

상술한 바와 같이, gfp  유전자의 염기서열은 이전 연구에서 밝혀진 바 있으며(Park  and Park, 2011; Yin et[0079]

al., 2003), 공지의 두 가지 광범위 플라스미드에 클로닝되어 pRKTet과 pBBRTet이 전사융합으로 제작되었다(도

1a).

도 1b에 나타난 바와 같이, 단일-교차결합(single-crosslink)으로 tetR-PtetH::gfp가 DR1 염색체(chromosome)에[0080]

서 각각 3가지 유전자와 자살벡터(suicide vector)에 상동재조합 되었다. 제작된 염색체(chromosome) 기반의 바

이오센서  균주는  A.  oleivorans  DR1-Tel1  (AOLE_13040),  A.  oleivorans  DR1-Tet2  (AOLE_14515),  A.

oleivorans DR1-Tet3 (AOLE_17915)으로 명명되었다.
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표 2

[0081]

실시예 2. TC에 대한 바이오센서 균주의 반응[0082]

상술한 바와 같이, 본 발명에 의한 4가지 바이오센서 균주의 TC에 대한 GFP의 발현을 관찰하였다(도 2). 바이오[0083]

센서 균주는 대수성장기에서 다양한 TC 농도에 노출되었다. 그 결과, TC에 의해 유도되는 발현은 3시간 이내에

이루어지는 것이 확인되었다(도 4). 실험 데이터로 1-2 시간의 반응시간이 가장 적합한 것으로 확인되었다.

pRK415 백본 구조체(pRK415 backbone constructs)는 높은 농도의 TC에 강력하게 발현하는 것을 볼 수 있었다[0084]

(50 μM; 도 4의 a, b). 20 μM TC에서, pRK415-기반 바이오리포터는 DR1과 E. coli에서 높은 발현을 보여주었

다. 이와는 반대경향으로, pBBR1MCS2-기반 구조체(pBBR1MCS2-based constructs)는 아주 낮은 농도의 TC를 탐지

할 수 있는 민감도를 보여주었다. 즉, E. coli 호스트에서는 30 nM TC를, DR1 호스트에는 50 nM TC를 탐지할 수

있다. 두 가지의 pBBRTet-포함 균주는 TC 0.5 μM에서 가장 높은 값의 GFP 신호를 보여주었다 (26.2 배) (도 4

의 c 및 d). 

상기와 같이, 본 발명에 의한 바이오센서 균주에서 호스트(host)와 백본 플라스미드(backbone plasmid)에 따라[0085]

달라지는 균주의 성장률, GFP 형광발광의 차이 및 플라스미드 복제 수를 확인하여 도 2, 도 3 및 표 3 등에 나

타내었다. 

표 3

[0086]

실시예 3. TC 계열 화합물에 따른 민감도 측정[0087]

4가지 바이오센서 균주는 4가지 다른 계열의 TC 계열 항생제에 대해 테스트 되었다. TC 이외의 DC, OTC, CTC가[0088]
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1시간 반응조건으로 테스트 되었다 (도 5). 또한 바이오센서가 TC 계열을 선택적으로 탐지하는지를 알아보기 위

해, 다른 계열의 항생제(kanamycin, ampicillin, gentamicin, chloramphenicol, and norfloxacin)들도 TC에 적

용된 농도 범위(0.05~50μM)로 테스트하였다(미도시). 그 결과 다른 계열의 항생제에 대해서는 모두 GFP를 발현

시키지 못해, 본 발명에 의한 바이오센서가 TC 계열을 선택적으로 탐지하는 것으로 확인되었다. 

4 가지의 플라스미드 기반의 바이오센서에서 DC 테스트 결과 1시간 반응에서 10~30 배의 GFP 발현을 보여주었다[0089]

(도 5). 앞선 결과와 같은 경향으로, pRKTet-기반 리포터는 높은 농도의 TCs 적용에서 가장 높게 GFP 발현량을

보여주었다. 반면에, pBBRTet-기반 리포터는 낮은 농도의 TCs에 더 높은 형광신호를 낼 수 있음이 확인되었다.

pBBRTet-포함 균주에서 2시간 후 0.1~0.3 μM DC에서 30~60 배까지 GFP가 발현되었다 (도 6). 3 시간 후, GFP

는  모든  조건에서  감소하는  경향을  보였다.  따라서  본  발명에  의한  바이오센서는  나노몰  (nano-molar

concentrations) 수준의 DC를 탐지할 수 있는 민감도를 가지는 것으로 판명되었다 (도 6). DR1 균주에서 pAST2

로부터의 tetH 발현을 산정한 결과 DC에 대해 더 높은 민감도를 나타내는 것으로 확인되었다(도 7).

실시예 4. A. oleivorans DR1에서 염색체 기반의 바이오센서 균주의 효과[0090]

염색체-기반 바이오센서는 플라스미드의 손실을 피하기 위해 적용되었다. 리포터 유전자 카세트는 임의적으로[0091]

선택한 3가지 DR1 염색체 위치에 상동재조합되었다. A. oleivorans DR1가 호스트 균주로 채택되었다. 그 이유는

유기용매와 같은 환경 스트레스에 저항성을 지닌 토양 세균이기 때문이다. 각각의 리포터는 AOLE_13040 (477

bp),  AOLE_14515  (447  bp),  AOLE_17915  (492  bp)  영역에 tetR-PtetH::gfp 융합 유전자를 포함하는 자살 벡터

pVIKTet에  전사융합으로 상동재조합되었으며(표 4),  각각의 바이오센서 균주는 A.  oleivorans  DR1-Tet1,  A.

oleivorans DR1-Tet2, A. oleivorans DR1-Tet3로 명명되었다. 각각의 GFP 발현은 0.05 μM DC에서 1시간 반응

후  최대인  것을  확인하였다(도  8의  a).  나아가,  A.  oleivorans  DR1-Tet1  은  DC에  대해서 가장  빠른 감도

(2.2~6.5 배, 2~3 시간 후)를 보인 반면, DR1-Tet3은 상대적으로 낮은 감도를 보였다(3.1 배). 본 발명자들은

3-시간 반응 시간이 DC (0.05~50 μM 범위)를 탐지하기에 가장 적합한 배양시간이라고 판단하였다. DR1-Tet3을

제외하고는, 다른 두 가지 바이오센서는(DR1-Tet1 and DR1-Tet2) 유사한 발현패턴을 보였다. 이 바이오센서 중

에서 DR1-Tet1은 가장 높게 GFP 발현양상을 보였다. 본 실험결과는 유전자의 상동재조합 위치에 따른 GFP 발현

의 변화를 보여주었다.

GFP의 발현과 항생제에 의한 사멸관계를 규명하기 위해 대표적인 적색형광염색염료인 프로피디움 요오드화물[0092]

(propidium iodide)을 이용하여 DR1-Tet1을 대상으로 실험하였다. 사멸 세포 측정은 GFP의 정량분석 후 즉시 이

루어졌으며, DR1-Tet1은 항생제 농도가 증가함에 따라 높은 사멸률을 보여주었다 (도 8의 b 및 c). DR1-Tet1에

서 GFP는 세포가 사멸한 뒤에도 안정적인 발현을 보여주는 것을 확인하였다. 

표 4

[0093]
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실시예 5. 헥사데칸 및 톨루엔에 대한 바이오센서 균주의 노출 실험(유기용매 노출 실험)[0094]

세 가지 바이오센서 균주 [Top10 (pBBRTet), DR1 (pBBRTet), and DR1-Tet1]가 유기용매와 DC가 함께 존재할 시[0095]

DC를 탐지할 수 있는지 테스트 되었다. 헥사데칸 (2~30%)과 톨루엔 (0.2~10%)  은 대수성장기의 세포(OD600  =

~0.4)에 DC와 함께 첨가되어 2시간 동안 배양되었다(도 9의 a 및 b). 본 발명자들은 톨루엔이 헥산데칸 보다 독

성이 있는 것을 두 가지 호스트(host)에서 확인하였다. 0.5%의 톨루엔은 90%의 세포를 감소시키며, 10% 헥사데

칸이나 0.2% 톨루엔이 테스트하기 적합한 것으로 확인되었다. 1 μM DC을 첨가하였을 때 E. coli 바이오센서 균

주는 DR1 균주보다 낮은 GFP 발현과 성장률(growth rate)을 보였다 (도 9의 c). 세포의 생존율의 감소는 직접적

인 GFP의 발현감소로 이어지는 것을 확인하였다. 또한 강한 사멸률을 보이는 톨루엔을 첨가한 조건에서는 헥사

데칸을 첨가한 균주보다 낮은 GFP 발현량을 보여주었다. 나아가, DR1-Tet1의 DC에 대한 민감도는 다른 바이오센

서 균주에 비하여 월등한 것을 확인하였다 (도 9의 c). 결과적으로 DR1(pBBRTet)과 DR1-Tet1은 유기용매를 탄소

원으로 이용할 수 있는 DR1 균주의 특성을 바탕으로, 유기용매조건에서 GFP 발현의 안정성 보이며, 바이오센서

로서 유리하다는 것을 판단할 수 있었다. 특히 DR1(pBBRTet) 보다는 DR1-Tet1이 조금 더 높은 GFP 발현량을 보

였다. 

실시예 6. 활성슬러지에서 DR1-Tet1의 DC 탐지의 적용성 평가[0096]

활성슬러지 샘플이 중랑 물 재생 센터에서 2012년 7월에 수집되었다.  Composite  samples  (2%)은 대수성장기[0097]

(OD600 = ~0.4)의 DR1-Tet1 균주에 적용되었다. GFP 측정결과, 활성슬러지에는 DC가 포함되지 않은 것으로 판명

되었다 (도 10). 따라서 DC가 0, 0.1, 0.2, 1, 2, 10, 20, 100 μM 농도로 마이크로코즘( microcosms, 10 ml)

을 형성하였다. 활성슬러지(1%, 50㎕)는 5 ml의 대수성장기 DR1-Tet1 배양액(culture, OD600 = ~0.4)에 첨가되

어 2시간 동안 배양되었다. 최종배양액의 DC 농도는 0, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 μM로 조성되었다.

GFP  발현은 DC가 첨가된 슬러지와 대조군 세포(배양액에 같은 농도가 첨가)에서 비슷한 경향으로 측정되었다

(도 11의 a). 나아가, 세포의 성장률은 슬러지가 첨가된 배양액에서 높은 것을 관찰하였다(도 11의 b). 활성슬

러지는 다양한 박테리아종과 유기물질이 혼합되어있는 현탁액이므로 성장률의 증가가 발생한 것으로 추정된다.

이러한 저해작용에도 불구하고 본 발명에 의한 바이오센서 DR1-Tet1은 슬러지에서 DC를 효과적으로 탐지하는 것

으로 밝혀졌다.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였으나, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어 이러한 구[0098]

체적인 기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.  따

라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 균등물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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서 열 목 록
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<120>    TetR repressor-based biosensors for the detection of

         tetracyclines

<130>    P11-131129-01

<160>    2

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    12019

<212>    DNA

<213>    Plasmid pAST2

<400>    1

aaacttgact agatgacgac ttataagtat attgtcgtca tctagtcaag tttataggag         60

agttttaaga atggaatcca gccaaggtag cagtatgaat aatctagtgg tcaaatccaa        120

ccgattaaat acagctatac aaaatctgtc attagttgaa attaggctaa tacagctagc        180
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cgttattgac agcagggaaa ctcagacagg actgacagcc gataaccctt tgcgtatatc        240

agctaagcgt tatgcggaat gctttgatgt agatgtcgat acagcttacg atgtgctttt        300

atcagcagaa gcaacacttt ttgaacgcag gttctctttt ataaatgagc gcgataatca        360

agttaaaacg cgttgggtga gtcaggttga atatataaaa ggtgaaggct caattgaaat        420

aattcttacc ccagcagtgg ttaaagagat aacacgtatc gacggtttac aaacgttttt        480

tactaaatat ttgctaggac aaacagccac gctcaatagt gtatattcag ttcgacttta        540

tgagctttta attcaatggc gtaaagcgaa gaaaacccca ttatttgatt tggaaacgtt        600

cagaggtcaa ttagggttgg gggtcgatga ttacaaacgc atgagcgatt ttaagcgccg        660

cgtattagat gcagctgttg ctgagattaa cgaaaaaaca gacttgaaga tcagttatga        720

acaagaaaaa agaaaaagta cgatcatagg gtttaaattc aaaataatta ctaagagtaa        780

acctaagcag ccacacgaaa gaaccgtaag ccgtgacgct tatacagcag atatgttcac        840

ggttgatgga ctgactgaca agcaattgtg gcgtatcagt cggcataaag agtttataag        900

tacatatagc ggtctcgcta aaggcgacgc tggtaagagc tggtcagcat atagtgattt        960

tataattggt gagatcaaaa aagatgcttc caaattcagt aagaaacgtc ctatacgcga       1020

gtatttagat gggaaagaag aagactacga tttctcaagg tagcgggaaa aactgactac       1080

ctagaacagt ctgttataag cggttttctt atagtggtct gttctcggta gtctattaat       1140

aacctgagtt cgggataaga gcttgcctaa atcattgaaa cagcttagtt ttttgcagct       1200

tgtccataag ccgacacgtt tttgagtgtc ggcttaaagg gaaaccaaca gtaagcaatg       1260

agtcctgcta aaagattagc agcgaaccct gtgaagcttc gatgccttga gtgttcaatc       1320

tgacataggt ttttaagctc atcaaaaaca gtttcaatta acgagcgtcc gttaagtaac       1380

gcctcatcaa taggtttaag aatctgctgt ttcatattcc ttcgaagctt ggttataaaa       1440

tcgatattga agtcattaaa cagtttatct tttaaatctt gactgacata ccctcgatca       1500

ccaaacagtt taccgaatat atcatttgct aggccctgtc ttagcggctc tctatcatct       1560

atatttcccg gagtgactct aatcgataat aactcaccgt gatgattgat aatcgcgtgc       1620

agtttaaatc cgtaaaacca acccatactt gtcttacctc tttgagcaat cccctcaaag       1680

accttatgac gcttaatccg ccggttatgg catacagata gtttggtggc atccacaaag       1740

ctaatacctg tgcaacttcc catcaagctt ttaagataag cacacaaagg cacaagagca       1800

cggggtacta attcaataaa acgtgagtag cttggtaagt ccggaaaatc ttttttcatc       1860

atgcctagca tatgatgata gtaaaaccct ttaaattgac ggtaacgtaa ttgatgaaac       1920

agtaccaata tagtcattat ctctggtaca cttatcttgc atgctcttaa tcgctttgtc       1980

ccattttcga tcagctgacg ttcaaattgt ggtttgaatg cttggtaaaa gtcgtcaatg       2040
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tggcagtata attcggttag gttgtccatg taagaagtcc tttttgttga gtttttatta       2100

gtacattaac tttaacaatt ttggacttct tttttttgcc ttttttgacc tgcttatccc       2160

gaactcaggt taaattaata atgaaatatt tgtttttttt actcagggtg aatatgattg       2220

aaaataacta tcataaaata actatgtaac taaacgactc ccttacctgc tttatcgttc       2280

aacgccgatg tttatgattg cagccagtaa gccttgggta aaagaggctt attaattgcg       2340

ataaaaataa agtcctatca acgttattaa gagcggacag gacttttatg atctttataa       2400

tttctagtat taaggggttg aaataacagc tttaggtgtg gtttttcttt ggtgaaaata       2460

agcggtaata agcaacatag cataaagtat tgcccccatc agccataaca gaccatccca       2520

ataagcgacg ctataactat aaataaaggc aaataaaagg ggaccaatga tcccggtaat       2580

attggttagg ctcaccagag taccttgtaa tttcccttgc gcattatcat cgacagattt       2640

tgataaataa ccttgtaatg cgggttgccc catacctcct gccgctaagc aaattaatgc       2700

tggtaagatg acccaaacgt ggcctatcca cgctaataat aaacagccca tcatatcaat       2760

agacatactg atcataatgg tggttttttc gccccatttt tgtgccaatt tcccagcgac       2820

aatcgcctga aagaaaatat gtaatacacc cagaaccgcc aaagacatac cgatagaagt       2880

tgtgttccaa tcaaaacgat attgtgtaaa cagcacccag atggtggcag gaatttgccc       2940

gataagctgg ataataaaat aggttgctaa ccaaaagtag aggcttttct taaaaaaaac       3000

agtgactgta tttgaggcag tttggttttc aggtgtccta ttggcaacaa gcgcttctct       3060

tttttgtgtt tctcggaaaa agagcaaaga gagtattaat aatatcgagt gtgaaatagc       3120

ggcaaaaata aatggcatat gagcactgat atcacctaat aatcccccta gcattgggcc       3180

gataataagg ccaacaccaa aagcaccacc taagaaacca aaatagcgag ttcgattttt       3240

agcgggagtc acatcactca tcgctgatgc acatacggca cctgttgcgc ctgtgatccc       3300

cgcaatgatg cgcccaatat agagcatcca aagtgtggtt gagaatgcca ttaaaagata       3360

gtcgagtgcc gcgcctaaaa gggaaaacag caagatgggt tttctgccgt atttatcaga       3420

cagtcgtcct agaataggag caaaaataac ctgcatggta gcatagagcg ctaatagcac       3480

accgtaatgg gttgccagtg aattttcact gacaaattca tttaatagag tagggagtac       3540

tggcatgata agcccgatac caatggcatc taatacggtg atcagcagta taataataat       3600

tgatttattc attgagatcc taaaaatcta tcagtgatag agtgggtgta aaatatctct       3660

atcagtgata gattgtcaag gctattttat tttgaggtag gtaatggcaa agctagataa       3720

agaacaagtt attgataatg cgttgatttt acttaatgaa gttggtattg aaggattaac       3780

aacgcgtaag ctggcgcaaa aaataggtgt ggaacaaccc acattgtatt ggcatgtaaa       3840

aaataaacgc gctttgttag atgcattagc agaaactatt ttgcaaaagc accatcatca       3900
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tgttttgcca ttgccgaatg aaacatggca ggactttttg cgaaataacg cgaaaagctt       3960

ccgccaagcc ttattaatgt atcgtgatgg tggcaaaatt catgcgggaa cacgcccctc       4020

tgaaagtcaa tttgagacat cagaacagca actacagttt ttgtgtgatg ctgggtttag       4080

tctatctcaa gccgtgtatg cattaagctc tattgcgcat tttacattag gctccgtact       4140

ggaaactcaa gagcatcaag aaagccaaaa agagcgtgaa aaagtagaga cggatactgt       4200

tgcctatccg ccattattaa cccaagccgt tgcaattatg gatagtgata atggtgatgc       4260

tgcatttttg tttgtccttg atgtgatgat ctctggactt gaaacagtat taaagagcgc       4320

taaataaatc taaattcgct gacgcccttt ttggctaatt agttgccctt gtatgtcagc       4380

gataccaatg tgagcaatac aacctgcatt aaattgtaaa tagtcatctt cgatgccatc       4440

agagaaaatt acgccattct ctggcatcaa agatcctaat tgcagtggtg agtcaggctc       4500

aatagtgcca aaagtcagtg caacacctgt tgttctactt ggaaatggct ctcttacact       4560

aaattgtagc tttcgatcac tccagctaaa gccttgtaat agagggtgcg aagcttctcc       4620

tgtaattgcc atcgcaccag caagaataga ttgaaaccac cccgttgatc ccaatcctgt       4680

tgatacaata atgcctgatg aagattgcac ttcttcagcg ccattccatt gcaaaatata       4740

ctgtgcggaa gtgtggcttt tagggccaat aaataagtca ttaaccgcta ataaggattg       4800

accatcattg gttgttgctt gtgcaaaagt gaccgtttta aatggcattt ttttattaat       4860

ggtgttaata actgtctctt ttaattgccc tatttcaaag ggtaataatt taccatccca       4920

ccttgatgga tcaggattta tggcaatgat aggctgtcca ttaaggtatt tcagcgtatt       4980

ggcaacaagc ccatcttgac caatcaccac cacaatatcg tgaggtgaga attgatagct       5040

gggtaataag cctctttcta aaagttgaaa tcgtcctaat gattttaaaa tcaactcagc       5100

ttctgtgagt tgcttttgat ataaattgtg ttcattgaga taatccttta cctcaacatt       5160

gttgtgttct aaatagaatt tggcttgtga ccaggtatta aagcgctcaa ttaattcctg       5220

taagcggctt tttctcatca ccagcacaaa gcgaaaatct tcgttacgtt gcattattta       5280

ctgccttttt tcataaattg gctaaataaa tcaggtgtga tattcaactc gccgattttt       5340

cctgaattca gtgctaaggt ttcaaatgcc attgccatta attgttgtga gtccattttt       5400

gctaatgcca ttgcttttag gttctcaact ggtaattcac gataagcacg catggtagct       5460

tcaatagcat aagcatccgc ttctgattgt gttcgctgat tttcagcact taatgcgact       5520

agttctttgc gttttgcttc cgcattaact ttggcttcaa ggcgttcttt ttcaatctca       5580

gcttgttcgc gtagtaatgt acgttcgttt tctaaacgtg cttcttcaat ctcttggcgt       5640
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ttacgttgaa cagataaatc ggtttctaat tcagcctctt taatggtgcg ctcttgttct       5700

actgagaatt tacgacgagc ataaatggca tcgtcggctt ctttcagtaa ggattctctc       5760

gcttcagctt ctagtgcttt taaggtttct ggtgatggtg tgattgccgc tatagagaca       5820

tctaaaatcg caatacctaa tgcctctaat gatggatgtt caattaattg ttccatcact       5880

aaagtcacta atgattggct aagtaataac gcttctctaa gtggtgtact ttggatcttt       5940

gcttgaatta aggttattaa taggtctaag gggggggtag ttggttccct tggggtatac       6000

ccatataata tccattatat tcttagcatt tttctttagt ttaaaagcta ttaacgatca       6060

aaaattttat ctaaacatca agaatgatgc aggttgtggt ggcatgggca tataatttgc       6120

catcaggccc tacaattttg ccttcagcag tcgctgttct ccgaccagca tgaatgactt       6180

tgccttcagc ccgtactaaa ggtgttgcca ctgtcaaagc tcgcaccata tttactttta       6240

tctctaaagt tgtgtaggtt tttcctgctg gcaaaagggt atggacagcg cagccaacag       6300

cggaatctaa aagcgtgcag aaccagccgc cgtggactgt acccaatggg ttgtaatgat       6360

gacgctttgg acgcccttga aaaacggcaa tacctttttc catatggata ggagtgtagt       6420

caagtgtcag accaatagga ggatgaggca gctctcctgc aaacatagca ttaaaaatat       6480

ccataccact gcgagtggtt aagtctgata atggaataac atcagcgtta cctagctttt       6540

ctctaatacg tgcttcttct gcttcccatg ttgctattgt ttcttcgaca ttcattttca       6600

attccttaaa acgataaata agaggttagg ctatttttat aaaggctaaa gtttcaccaa       6660

ttagtactct taatgcccac ttttattttt aaagtacatc gttacatagg cgattaacca       6720

aaaggcacaa attgcttgaa accagataag actgtgcata gtaacagtca tgatattatc       6780

agtctctatg ttgtagtgca gtaacgacaa caaccccatt aaggcgtaca aataaagcca       6840

ccaacgtcct ttggtcatct ggcttttgac agccacaatc aggccataga taccaattgg       6900

tgtcatgacg aaccagaagg catctacaag ctgaggagat aaccaatcag gctcaggata       6960

gtgatcgaaa taaatcacat tatgaacata gtgtaaaatg ctcgaaaaca cattaagtaa       7020

tacaatgaaa atcagggttt tataatgttt gtaacggttt atcatgatgt accttgttga       7080

tcgtctctaa aatatcttgc caaatatgag tgtttttact tctaaagtag ccaaaatgtc       7140

caactgattg gtctgagccc ctgccaatgc tatagcgttt aaaagtgatg ggttgatcgc       7200

tagtcacatt tttccaaaaa ttatgcaggt tgcgttcagt acagatttca tcatcatcgg       7260

cagtgaagac gaaagttggc acattaaaat ttttgtaagt accaagggga atggttttcc       7320

catagaattt atctgagaaa aaaagctctt tttctcggca ccaagcaccc cattcctctg       7380

taaaaccagc tggcaaatct tccatgagtt tgaagctttt agccggcaca taattaaaga       7440

ctttattact aagcggtgct aaaaaacgga aaaagaagtt agccttaaga cgatagcgaa       7500
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gcggcatata gctaaagtat cctgctgaga cagccactgc gattaaagca tccaattgat       7560

cagcattatg agcaaggcca acttgttgac ctccagcgct atgccctacg caatacaagg       7620

gtaagtcatt gaacaggcgc ttggctgtat cgataacagc tggaatgtcg taccgtccga       7680

tatcagaata ctgataatga caatccttta gatgactcac tttagaatcg caaaaccctc       7740

tgtaattcca tagaatgaca tggaagccat gctctcttaa atatttagca aaaggtaaat       7800

aataagaagt attggtagcg gttcctgggt ttattagaac aacggcttta ggattagcag       7860

ctttataaag agttgcacgc agctcgacgt tatcatccgt caatatatta atatccataa       7920

aaaaccctac ttgttgttaa ttaatggcta ctataaacta tggatattac tccacagtca       7980

aacgttaagt gagcgtgctc gataatgaat acaaaagaat taactgaaat agtcggatta       8040

agcagagata caattcgttt ttatgagaga gaagggttga tattgccacc atctagaaca       8100

gctaatggct atagaaacta tactaataag acagtcgacc agcttaatat gatctccatg       8160

gcgaaagagt taggttttac cttaaaagag attaaagagt taacagagct actgtataca       8220

aacaacctga cccaatcaca aatgggtgaa aagcttctag aaaaaaacaa gcaaattgaa       8280

gttaagattc tagagttatc taaaatgaaa gcgttgatag atgatgcatt aaaaggcatg       8340

tgtgaatata aggataagtt ggcgctttga gaccttccta aattttgtgt aagtatttaa       8400

tctaaacgtc agttacacag aatctgggat ggtctcttca agtcctcact agcgcaccga       8460

tcatagatag aatatctatg gtaagtacat catgaagtac actgtggcta tctcagcaag       8520

ttgaaacctt aataccatta gcctacagct taaggttcta gtcctcacta ggggaccgta       8580

tcccgagatt atggtggata tgtattttaa aaatgttagc tcatatttag ttaggaaacg       8640

aaatactcta taccggtata acctacctta attgatagaa ataagagaat taaataaata       8700

gcatttctaa acttagcatt actaacacga cttcttaatt tgatacctat aaacagaaat       8760

agaattgagg cagtagtaag aatcgcaagg gttattaact cctttgagct aaaggctaat       8820

atctgatctc tcagcataat aacttgcacc attttgctta acaaatagca aatattactc       8880

gctttcacaa tctcatgttt gctattagtg ttagaaaaca aatacatcat aagaattggt       8940

gacatggcat tggttgcacc tccgacaata cctgctacgg aaccaaaaac catcaaacta       9000

actgcacctg taggtattct tagaccctta atgatgcctt tattgctcaa atatccattg       9060

ataacgtaat acagagttat cactgccatt aaaatataca ccacaccagc tggcacatat       9120

aataaaagtt ttataccaat aacactccct atcaatgatg ttagagcgag caaccaatat       9180

ttttttgagt agtaagctac ttctcctaat acgcctctgg tgttgttagt gaacaggact       9240

ataaaattca tgataaggct tgggaaagcc attatcgcaa ttgctttagg taggggaaaa       9300

agcatcgcca aagcgatagt acctatcatt gggaagccca ttcccgtcag accatgtagc       9360
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aaggaagcaa ctgcaaatac gattagctgt aaaatatata ataatgtatc aggcatatta       9420

ctgattaaac tcactgcaac catgtctagc ttctcttttt taaatgatta acaagctctt       9480

taatattcaa gtcctcatta gggaagccat cttagctacg ttgagaaaac catcttaatg       9540

agccacgcgc aacaatactt taggctcgac tttcgcaatt ttcagtagga cgctagccgc       9600

ctttgacgga ttccgcttac cttgctccca agcttgtaat gtgcgaaccg ataccccaag       9660

aatttcagca aattcttgtt gtgagagtcc tacattttgt ctggcttcaa cggcttcatt       9720

cacagcagtt tgctcacgta ccacgccttg ttctgcctta gcctgtctga tgctttcaag       9780

caacaaagcc cctagctcat cccctgtaaa ttcgtgatca gccaagtcaa tattgtctaa       9840

gtcgttcatt gtctttattg ccatgtctct aactccttta tcaaattttt aagcacatga       9900

gcaggaatgt tttcggtttt agctttggca taaaccaaga gcataaaaat ttcaccactt       9960

tgtaatcgat tatagtaaat cgctctgacg cccccacttt taccagtgcc ctgccgagca      10020

aaacgaacct tacgaacacc gccgctttta ggaacgacat caccaatctc aggattatgg      10080

ctaatcaagc tatggagttc gccctgttct tttttggtta gtaggctatc aaccattttt      10140

atataaagcg gtgtttcaac aatggtaaac ataaatgatt ccatgtacta cattgtagta      10200

gtatagcgga ttattgatta aaggtaatta tttaattcta taaatttaag aaaaacggtc      10260

atcatagagt aaagacctca tttataataa tcttaatact taaaaatttc taattagagg      10320

cttttatgag cgataaatcg gaaatttcag atgacccctc tttgaaagaa aagcattgtc      10380

ttttctaatc accaattagg tgctcagtaa gcacaggatc gccgtagagc acttttgcgt      10440

gctttcgagg tactagggta ccatcagatc ctttctcttt aagaaggtag tttaaaacgc      10500

cgctggcttt gcctttacca tgacttgaga atttaacgat cataattgta cctcgctgac      10560

ttttttgagg cccctatact cgactcgatt aacagatgta tctgttcaca tatcgctttt      10620

atctcaagca atacttgagc atctacctgt ctttctgtgt tcacatagcg agttaactga      10680

ttcaagttac tgcctattcg cccaagctgg cgtactaaat ctggatcaac tggctttaca      10740

ggtgtcaccc ctaaagcaag atctcttagc caacgtgcaa ccgtacttcc tctatttctc      10800

tttttaagtt ctgtaagctc ataatcgttc actcgaatag atatctcacg agtacgtttg      10860

gctctcttat ctaaattaat agaactgttc ttggacataa taagacgcac cttaaaagat      10920

tggagggggt ttggggtctc cccaaccagc acacacaagg gataggatgt ttttagcgta      10980

gcgtaaaata gccccctgtt gtgactgctg gcttatttgt tgcaaatgac tgtctgtacc      11040

tagttggatt ttaatgtgta tacatattta ttttctaatg tctatatatg ttttacttgt      11100
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atgtctatat ataaaaacaa gaatgtctat acataaaata acaactgtgt atatatattc      11160

aataaatagg tatacacata tacctgttaa ggtatgatag atactatatt gaacataata      11220

aggatcagcc atgagtgaga aacaatactc taagcgtcaa ataaatatga tgcgtgttaa      11280

tgcattaaga agtgcttcat cagaagctaa gaatatattt atcgcttatc tttgcggagt      11340

tcatacttta gatttcgatg atgaggaagc taaaaattat cctgaagatt attatgtttt      11400

taaacaagta atagccacca taccaaatag tgaattactc catgatcaga taaacactta      11460

tagagcagct cagatattaa aactactagg taccagtgtt gataataaaa agctcagttt      11520

tctaaccgct cattatgatc caaaaagcag tatgtcagcc aaagaggtac taaatatcat      11580

aaaaaaggat ctgaataaat ataagctgct gttagatgcg tttatctgta atagtcatcg      11640

tagagccatt agatccttgc gagttcaaat gaaaaaagag tttggtatga ctaaggaaga      11700

tataaaggct tataaggtat ttatgactat acctagtagt gttttacctt ttgttaagac      11760

ttataggaaa caagaaaaag agaagaaatt agttaattca aataaacctc aaagttagct      11820

atattttttt cttatttttg ttacttatcc acaaccaaaa ggcttttaat gcttttaaat      11880

gcttttaaat gcttttaaga accttggagg ctatataaaa caagggtttc gagtgagtga      11940

tgacgacatc tatcgggtat gatgacgaca tctatcgggt atgatgacga catctatcgg      12000

gtatgatgac gacatctat                                                   12019

<210>    2

<211>    1918

<212>    DNA

<213>    Plasmid pAST2

<400>    2

ttaaggggtt gaaataacag ctttaggtgt ggtttttctt tggtgaaaat aagcggtaat         60

aagcaacata gcataaagta ttgcccccat cagccataac agaccatccc aataagcgac        120

gctataacta taaataaagg caaataaaag gggaccaatg atcccggtaa tattggttag        180

gctcaccaga gtaccttgta atttcccttg cgcattatca tcgacagatt ttgataaata        240

accttgtaat gcgggttgcc ccatacctcc tgccgctaag caaattaatg ctggtaagat        300

gacccaaacg tggcctatcc acgctaataa taaacagccc atcatatcaa tagacatact        360

gatcataatg gtggtttttt cgccccattt ttgtgccaat ttcccagcga caatcgcctg        420

aaagaaaata tgtaatacac ccagaaccgc caaagacata ccgatagaag ttgtgttcca        480

atcaaaacga tattgtgtaa acagcaccca gatggtggca ggaatttgcc cgataagctg        540

gataataaaa taggttgcta accaaaagta gaggcttttc ttaaaaaaaa cagtgactgt        600
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atttgaggca gtttggtttt caggtgtcct attggcaaca agcgcttctc ttttttgtgt        660

ttctcggaaa aagagcaaag agagtattaa taatatcgag tgtgaaatag cggcaaaaat        720

aaatggcata tgagcactga tatcacctaa taatccccct agcattgggc cgataataag        780

gccaacacca aaagcaccac ctaagaaacc aaaatagcga gttcgatttt tagcgggagt        840

cacatcactc atcgctgatg cacatacggc acctgttgcg cctgtgatcc ccgcaatgat        900

gcgcccaata tagagcatcc aaagtgtggt tgagaatgcc attaaaagat agtcgagtgc        960

cgcgcctaaa agggaaaaca gcaagatggg ttttctgccg tatttatcag acagtcgtcc       1020

tagaatagga gcaaaaataa cctgcatggt agcatagagc gctaatagca caccgtaatg       1080

ggttgccagt gaattttcac tgacaaattc atttaataga gtagggagta ctggcatgat       1140

aagcccgata ccaatggcat ctaatacggt gatcagcagt ataataataa ttgatttatt       1200

cattgagatc ctaaaaatct atcagtgata gagtgggtgt aaaatatctc tatcagtgat       1260

agattgtcaa ggctatttta ttttgaggta ggtaatggca aagctagata aagaacaagt       1320

tattgataat gcgttgattt tacttaatga agttggtatt gaaggattaa caacgcgtaa       1380

gctggcgcaa aaaataggtg tggaacaacc cacattgtat tggcatgtaa aaaataaacg       1440

cgctttgtta gatgcattag cagaaactat tttgcaaaag caccatcatc atgttttgcc       1500

attgccgaat gaaacatggc aggacttttt gcgaaataac gcgaaaagct tccgccaagc       1560

cttattaatg tatcgtgatg gtggcaaaat tcatgcggga acacgcccct ctgaaagtca       1620

atttgagaca tcagaacagc aactacagtt tttgtgtgat gctgggttta gtctatctca       1680

agccgtgtat gcattaagct ctattgcgca ttttacatta ggctccgtac tggaaactca       1740

agagcatcaa gaaagccaaa aagagcgtga aaaagtagag acggatactg ttgcctatcc       1800

gccattatta acccaagccg ttgcaattat ggatagtgat aatggtgatg ctgcattttt       1860

gtttgtcctt gatgtgatga tctctggact tgaaacagta ttaaagagcg ctaaataa         1918
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